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treat  intestinal parasites by  local  residents and  the  roots of H.  abyssinica  could also be used  for 
anticancer purposes. Antioxidant activity could be one of the most important pathways to suppress 
cancer  and  there  is  hardly  any  information  available  on  the  specific  chemical  components 
corresponding to the bioactivities of H. abyssinica to date. The present study intended to screen and 
evaluate  the  antioxidant  and  anti‐proliferative  properties  of  five  different  fractions  from  H. 












and  the  ethanol  extract  were  evaluated  by  the 3‐(4,5)‐dimethylthiahiazo  (‐z‐y1)‐3,5‐di‐












Hagenia  abyssinica  (Bruce)  J.  F. Gmel,  commonly  known  as  ‘kosso’  and  ‘African  rosewood’, 
belongs to the monospecific genus Hagenia of the family Rosaceae [1,2]. The ecological distribution of 
this plant starts  in northern Ethiopia and ends  in southern Zimbabwe and also occurs  in Kenya, 




female  flowers have been used  to  repel  intestinal parasites  (tapeworms)  [5]  and have  significant 
cytotoxicity to mouse malignant adenoma cells [7], while the male flowers of the H. abyssinica have 
the ability to induce vomiting [8]. As a traditional abortion herbal medicine, H. abyssinica has some 






collective during physiological process  [13,14].  Imbalanced  levels of ROS  induces oxidative stress 
that  causes  destructive  actions  on  cellular macromolecules,  leading  to  various  diseases  [14,15]. 
Excessive production of ROS  that destroy  the antioxidant defense system can  thereby oxidize  the 
biomolecules  in cells. A  large number of  studies have  shown  that ROS are  closely  related  to  the 





nuclear  factor  kB  (NF‐kB),  and  nuclear  factor  erythroid‐2‐related  factor  2  (Nrf2),  by  repairing 
damaged DNA, reducing cell proliferation, metastasis, and angiogenesis, and balancing the level of 
proapoptotic  and  antiapoptotic proteins  to  suppress  carcinogenesis  initiation  [16]. Hence,  cancer 
cells, displaying unrestrained growth and division, genetic instability, and senescence evasion [18–
20],  can  be  effectively  prevented  and  reversed  without  harming  normal  cells  by  oxidative 
modifications  of  DNA,  leading  to  the  reduction  of  cellular  levels  of  ROS.  At  present, 
chemoprevention is an increasingly applied strategy to halt the development of cancer and natural 
secondary metabolites as active  components have  caused great  concern because of  their obvious 
inhibitory or preventive effects on cancer.   
The  main  chemical  components  of  H.  abyssinica  are  phloroglucinol  derivatives,  phenols, 
saponins,  flavonoids, anthraquinones,  terpenoids, alkaloids, steroids, glycosides, and  tannins  [21–
25].  Numerous  experimental  and  epidemiological  studies  have  demonstrated  that  secondary 
metabolites, such as phenolics, flavonoids, isoflavones, flavones, anthocyanins, catechin, isocatechin, 
and carotenoids, were able to prevent or slow down malignancy by preventing oxidative stress [26]. 
Hence,  we  could  infer  that  H.  abyssinica  may  have  potential  antioxidant  and  anti‐proliferative 











antioxidant  activities  of  those  corresponding  fractions.  Furthermore,  the  compounds with  good 
antioxidant and anti‐proliferative activity from the EA fraction of H. abyssinica were then isolated, 







Garden, Chinese Academy of Sciences. The  specimens were  stored  in  the herbarium of  this Key 
Laboratory with the voucher specimen numbers (No. 20140302). 
2.2. Chemicals and Reagents 
Rutin was purchased  from  J&K  Scientific Ltd.  (Beijing, China),  2,2‐diphenyl‐1‐picrylhdrazyl 
(DPPH), 2,2′‐azinobis‐(3‐ethylbenzthiazoline‐6‐sulf onic acid) diammonium salt (ABTS), 2,4,6‐Tri(2‐
pyridyl)‐1,3,5‐triazine (TPTZ), 6‐hydroxy‐2,5,7,8‐tetramethylchroman‐2‐carboxylic acid (Trolox), Vc, 
butylated hydroxytoluene  (BHT),  and  foline‐phenol  were  purchased  from  Sigma‐Aldrich  Corp. 
(Shanghai, China). The purity of the related standards above was equal or greater than 99.5%. The 
HPLC‐grade solvents, such as acetonitrile  (ACN), methanol, and  formic acid  (FA), were obtained 















negative  full  scan and  the data‐dependent mode; 120  to 1000  (m/z); 3 kV  (spray voltage); 350  °C 
(capillary temperature); 300 °C (vaporizer temperature). 





water  (5:1)  as  an  eluent  to  yield  compounds  6  (3.5 mg),  7  (4.2 mg)  and  8  (8.1 mg).  In  a  similar 
procedure,  compounds  1  (6.1  mg),  3  (3.2  mg),  and  5  (4.5  mg)  were  obtained  from  Fr.  7;  and 
compounds 2 (3.1 mg) and 4 (2.9 mg) were obtained from Fr. 6d by HPLC. In addition, compound 9 
was purified from fraction Fr. 6c (1.3 mg) on Sephadex LH‐20 eluting with methanol‐water (1:1). 
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The 1H NMR (600 MHz) and 13C NMR (125 MHz) spectra were recorded on a Bruker Avance 

































solution,  then  fresh FRAP was added and  incubated at 37  °C  for 10 min. The absorbance of  the 
mixture was recorded at 593 nm by triplicate  tests  (n = 3). Vc and BHT were used as the positive 


















solution  (4 mL) was added  to  the  sample‐NaNO2‐AlNO3 solution and  incubated  for 15 min. The 
UV/VIS  spectrophotometer  (UV‐1100,  MAPADA,  Shanghai,  China)  was  used  to  measure  the 
resultant absorbance of the final mixture at 510 nm. The results were expressed as milligrams of rutin 
equivalent  (RE) per  gram of dry weight  (mg RE/g dry weight).  For  each  sample,  the  assay was 
repeated three times. 
2.7. Anti‐Proliferative Activity of H. abyssinica 
The  anti‐proliferative  activity was  investigated  according  to  the MTT  assay,  as  previously 
described with minor modifications  [33]. Liver cancer  (HepG2), colon cancer  (HT‐29), and gastric 
tumor (SGC‐7901) cell lines were obtained from the American Type Culture Collection (ATCC)and 



















To  fully  evaluate  antioxidant  activity,  a  series  of methods were used  in parallel due  to  the 
different scavenging modes of ROS and the complexity of natural phytochemicals [34]. In this work, 
the three most representative assays (DPPH, ABTS, FRAP) were implemented to assess and compare 
the antioxidant potential of  the ethanol extract and  its Hex, DCM, EA, and water  fractions of H. 
abyssinica.  Figure  1  shows  that  the  ethanol  extract,  together with  its Hex, DCM,  EA,  and water 
fractions, had some definite scavenging effect on DPPH (Figure 1a) and ABTS (Figure 1b) and the 
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reduction ability was the strongest in the ethanol extract with 3.478 mg Fe2+/g, followed by the EA 
and water fractions. Despite the differences in antioxidant capacity of the ethanol extract and the Hex, 






ethyl acetate  (EA), and water  fractions of H.  abyssinica:  (a)  the  radical  scavenging  rate  (%) of 2,2‐
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3.2. Total Phenolic and Flavonoid Contents of H. abyssinica 
In order to further explore the potentially active compounds in H. abyssinica with antioxidant 
activity,  the TPC  in  the ethanol extract and Hex, DCM, EA, and water  fractions were determined 
using the equation (y = 0.0096x + 0.1279, R² = 0.9977) obtained by calibration curves and the TFC was 
y = 0.0025x + 0.1005, R² = 0.9994. The results in Figure 3 showed that H. abyssinica had high flavonoids 













Anti‐proliferative  activity  was  strongly  associated  with  antioxidant  activity  because 
antioxidants can effectively  restrain  the  formation and occurrence of cancers caused by oxidative 
stress,  which  may  lead  to  metabolic  malfunctions  and  oxidative  damage  of  biological 
macromolecules  [15]. Extensive investigations  revealed  that  regulation  of  the  level  of ROS  could 
reduce the incidence of cancers and could also be useful in the treatment of cancers. Paul et al. [35] 
identified a SIRT3 pathway by which the survival and proliferation of tumor cells were suppressed 
through  ROS  regulation.  Li  et  al.  [36]  investigated  the  effects  of  dalbinol, which  could  induce 
apoptosis of human colon cancer cells through the ROS/Dvl/GSK‐3β/β‐catenin pathway. Hence,  it 
was necessary  to conduct  the anti‐proliferative assay  to assess  the potential  relationship between 
antioxidant and anti‐proliferative activity of the ethanol extract and the Hex, DCM, EA, and water 
fractions of the roots of H. abyssinica with  the MTT method. Figure 4 shows  that  the Hex and EA 
fractions of  the plant possessed better anti‐proliferative activities with a higher  inhibition rate  (50 
μg/mL) to Hep G2, SGC‐7901 and HT‐29 cell lines than the other three samples. Previous reports have 
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Figure 4. Anti‐proliferative activity of the ethanol extract, Hex, DCM, EA, and water fractions of H. 
abyssinica:  (a) The  inhibition  ratio of SGC‐7901, HT‐29, and HepG2 cells  treated by  the ethanol 










fraction was  firstly  subjected  to HPLC‐UV/ESI‐MS/MS  analysis  (Figure  5  and Table  1),  then  the 
specific antioxidants compounds were isolated and identified. As shown in Figure 6, five flavonoids 
















1  6  46.47  303.24  285.13, 241.10, 217.08, 199.16, 174.68, 
125.18 
dihydroquercetin  [38] 
2  9  76.12  283.23  268.06, 240.03, 239.03, 211.03, 212.04, 
151.00, 117.03, 107.01 
acacetin  [39] 
3  8  66.76  301.50  179.11,151.07  quercetin  [40] 
4  5  42.90  463.23  301.24, 300.14  isoquercitin    [41] 
5  7  56.62  575.06  445.00, 423.00, 394.00, 271.00, 243.00, 
229.00, 137.00, 125.00 
dehydrodicatechin A  [42] 
6  4  35.78  193.10  178.10,149.12,134.08  trans‐ferulic acid  [43] 
7  2  24.15  179.48  135.21  caffeic acid  [44] 
8  1  14.55  153.11  109.02  3, 4‐dihydroxybenzoic 
acid 
[45] 




spectroscopic  data  of  NMR  (1H,  13C,  HMBC,  COSY,  NOESY)  were  consistent  with  that  of 
dehydrodicatechin A  [47,48],  as  shown  in  Table  2.  The  carbon  resonances  (δc:  27  to  84)  in  the 
heterocyclic C and F rings presented as twin peaks with comparable abundance, which implied that 
compound  5  had  a  pair  of  catechin  carbon  signals  when  combined  with  the  13C‐NMR  and 
distortionless  enhancement by polarization  transfer  spectrum  (DEPT‐NMR)  [38].  In addition,  the 
carbonyl signal at δC: 194.13, methylene group at δC: 45.96, two quaternary carbons at δC: 89.86 and 















  1H‐NMR  1H‐1H COSYa  13C‐NMR  HMBCb (H→C) 
2C  3.98 (1H, m)  4C‐H  79.5  C‐3C, 4C, 6′B 
3C  3.98 (1H, m)  3C‐H  66.9    C‐2C, 4C, 1′B 
4C  Ha: 2.50 (1H, m, 4axC)   
Hb: 2.94 (1H, m, 4exC) 
3C‐H  27.8    C‐2C, 3C, 4aA, 5A 
4aA  ‐    100.5  ‐ 
5A  ‐    156.4    ‐ 
6A  5.54 (1H, d, J = 2.0 Hz)  8A  97.1  C‐4aA, 5A, 7A, 8A 
7A  ‐    157.7    ‐ 
8A  5.90 (1H, d, J = 2.0 Hz)  6A  95.8    C‐4aA, 6A, 7A, 8aA 
8aA  ‐    158.0  ‐ 
1′B  ‐    89.9  ‐ 
2′B  Ha: 2.50 (1H, m) 
Hb: 2.67 (1H, m)   
3′B‐H  45.9    C‐2C, 1′B, 3′B, 6′B 
3′B  ‐  2′B‐H, 4′B‐H  95.3  ‐ 
4′B  ‐  3′B‐H  194.1  ‐ 
5′B  6.43 (1H, s)  3′B‐H  112.9  C‐2′B, 1′B, 3′B, 6′B 
6′B  ‐    164.4    ‐ 
2F  4.93 (1H, d, J = 6.5 Hz)    83.5    C‐3F, 4F, 1′E, 2′E, 6′E, 8aD 
3F  4.11 (1H, m)    67.9  C‐4aD 
4F  Ha: 2.60 (1H, dd, J = 7.5, 16.5 Hz, 4axF) 
Hb: 2.85 (1H, dd, J = 5.0, 16.5 Hz, 4exF) 
  28.3    C‐2F, 3F, 4aD, 5D, 8aD 
4aD  ‐    103.9   
5D  ‐    166.2   
6D  6.16 (1H, s)    90.9    C‐5D, 8D 
7D  ‐    168.1   
8D  ‐    105.6     
8aD  ‐    155.1     
1′E  ‐    131.3   
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2′E  6.84 (1H, d, J =2.0 Hz，H‐2′E)    5′E  114.8  C‐2F, 4′E, 6′E 
3′E  ‐    146.5   
4′E  ‐    146.6   
5′E  6.79 (1H, dd, J = 8.0 Hz, H)  2′E, 6′E  116.3    C‐1′E, 3′E 












protective effect.  It  indicated  that  the  flavones with 3’,4’‐OH had  strong antioxidant activity,  like 
dihydroquercetin and quercetin (compounds 1 and 3) [54–57]. Dihydroquercetin (compound 1) as 
well‐known  antioxidants  protect  DNA  from  oxidative  damage  and  against  oxidative  stress  by 
stimulating  the expression of HO‐1 and NQO1  through  the Nrf2‐dependent antioxidant pathway 
[58]. Saelooom Lee et al. found that IM3829 is a promising radio‐sensitizer to human lung cancer cells 
by  blocking  the  antioxidant  responses  (Nrf2‐dependent),  which  further  demonstrates  that  the 
regulation of the anti‐oxidation pathway can effectively prevent the occurrence and development of 
cancer [59]. Gulati et al. found quercetin (compound 3) as an anti‐oxidative flavonoid showed anti‐





activity  and  the  capacity  to  reduce  glioblastoma  cell  proliferation  and  change  β‐catenin  cellular 











[69,70],  for  example,  compound  5 with ortho‐hydroxyl  structures  showed  significant  antioxidant 
activity and protective effects on anoxia‐induced injury in the cultivation of ECV304 or PC12 cells 






dihydroxybenzoic  acid,  2‐methoxyterephthalic  acid).  3,4‐dihydroxybenzoic  acid  (compound  8) 
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enriched  in  anti‐oxidative  foods,  like  fruits  and  vegetables,  could  prevent  the  growth  of 
carcinogenesis in vivo through controlling the phosphorylation and activation of JNK and p38 MAPK 
signal pathway [74]. In addition, synergistic antioxidant effects of flavones and phenolic acids further 
indicated  that  total  flavonoids  and  total  polyphenols  could  be  the main  active  components  of 
antioxidants [75,76]. At present, the anticancer properties of phenolic acids are increasingly studied 
and some have shown potential anti‐proliferative activities [64]. 
The antioxidant and anti‐proliferative activities of  those compounds  from  the active  fraction 
tested were also evaluated with the same methods in Section 2.4 (DPPH, ABTS, FRAP) and Section 

































H.  abyssinica  can  be  used  as  a  potential medicinal  resource  for  chemoprevention  partly  due  to  those 
potential active compounds from its roots with good antioxidant and anti‐proliferative properties. In this study, 
the antioxidant activities of different extracts and subsequent fractions were measured with DPPH, ABTS, and 
FRAP methods, along with  the anti‐proliferative activity,  tested by MTT. For  the  first  time,  the correlations 





can partly explain  its greater anti‐proliferative and antioxidant effects  than  that of  the other  fractions. More 
importantly, nine compounds from the EA fraction,  including 4 phenolic compounds and 5 flavonoids, were 
then  isolated and  identified  to be  the main active components, contributing  to both anti‐oxidative and anti‐
proliferative activities. It was then revealed that caffeic acid (compound 7) showed stronger DPPH scavenging 
ability  (IC50 7.858 ± 0.31 μg/mL) when compared with  the positive control  (Vc,  IC50 8.27 ± 0.11 μg/mL) and 
quercetin (compound 3) showed relatively stronger antioxidant activities than the other six compounds in the 
ABTS  and  FRAP  assay.  Meanwhile,  the  quercetin  showed  the  strongest  concentration‐dependent  anti‐
proliferative activities on the HT‐29 and HepG2 cells among all of the compounds tested. 
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